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Anwendung der Ellipsometrie
zrrc l-Jntersuchung von Biomaterialien
H. C. Hemker, H. A. M. Andree, P. L. A. Giesen
Abteilung fiir Biochemie und Institut fiir kardiovaskuldre Erkrankungen,
Universitdt Limburg, Maastricht (Niederlande)
(Abb.1) aufgezeichnet werden kon-
nen, sobald Licht von einer Oberfld-
che reflektiert wird. Der Name dieses
Verfahrens leitet sich von der Ver-
wendung elliptisch polarisierten Lichts
ab und daB mit diesem Verfahren die
wesentlichen Charakteristika der Po-
larisation erfaBt werden, d. h. die La-
ge der Hauptachse in bezug zu der
reflektierenden Oberfliiche und die
Ell iptizit i i t. Anders als jene Metho-
den, die mit der Lichtabsorption oder
Streuung arbeiten, ist es nun mciglich,
Dimensionen, die kleiner als die Wel-
lenliinge des angewendeten Lichts
sind, zu erfassen. Daher ist es mit
dieser Methode auch moglich, Eigen-
schaften von monomolekularen
Schichten, die an der Interface adsor-
biert werden, zu bestimmen. So ist
diese Methode besonders geeignet,
die Adsorption von Proteinen zu mes-
sen. Da die Adsorption von Proteinen
immer der erste Schritt ist, der tiber
die (In-)Kompatibil i t i i t  eines Mate-
rials entscheidet, ist die Ellipsometrie
mdglicherweise ein iiberaus niitzliches
Verfahren fiir die Entwickluns von
Biomaterialien.
Skizzierung der Technik
Zuerst ist es notwendig, sich die
wichtigsten Eigenschaften von polari-
siertem Licht ins Gediichtnis zu rufen
(Abb. 1). Jeder kennt das Konzept des
planen polarisierten Lichts: Senkrecht
zu der Richtung des einfallenden
Lichts wird dieser Polarisationstyp als
Linie projiziert. Sobald dieses Licht
auf eine reflektierende Oberflache
trifft, wird es als elliptisch polarisiertes
Licht zuriickgeworfen. Dies ist gleich-
sam als Resultat von zwei planen pola-
Zusammenfassung
Im folgenden wird ein Uberblick
tiber die dynamische Ellipsometrie ge-
geben. Diese MeBtechnik wurde in
unserem Labor entwickelt und ermog-
licht es, die an eine Oberfliiche adsor-
bierte Masse einer diinnen Schicht aus
organischem Material kontinuierlich
zu messen. Voraussetzung ftr die An-
wendung dieser optischen Technik ist
eine reflektierende Oberfliiche. Auf
dieser Flliche konnen mehrere Schich-
ten iibereinander >gestapelt< werden.
Die Methode ist so sensitiv, daB ein-
schichtige Lagen von Proteinen und
Fetten leicht gemessen werden kon-
nen. Genaue Messungen innerhalb
kurzer Zeitfolgen (5-10 s) sind
moglich.
Summary
An overview is given of the tech-
nique of dynamic ellipsometry, a
method developed in our laboratory
that allows continuous measurement
of the mass of thin layers of organic
material adsorbed at interfaces. It is
an optical technique that needs a re-
flecting surface as a basis. On this,
multiple layers may be stacked. The
sensitivity is such that monomolecular
layers of proteins and lipids are easily
measured. The method allows exact
measurements at short (5-10 s) inter-
vals.
Einfiihrung
Die Ellipsometrie ist ein optisches
MeBverfahren, mit dem Anderungen
im Polarisationszustand es Lichtes
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risierten Strahlen vorstellbar, deren
Polarisationsebenen im rechten Win-
kel zueinanderstehen und eine Pha-
sendifferenz aufweisen. In der Ebene,
die senkrecht zur Richtung der Fort-
bewegung des Lichts steht, wird dieses
Licht als Ellipse dargestellt. Wenn
elliptisch polarisiertes Licht auf eine
reflektierende Oberfliiche trifft, iin-
dert sich die Elliptizitdt. Unter exak-
ten Bedingungen kann sich diese El-
lipsenform zu linear polarisiertem
Licht reduzieren. Elliptisch polarisier-
tes Licht definierter Wellenliinge und
Intensitiit ist weiterhin charakterisiert
durch den Azimut (Q) und die Ellipti-
zitar (y) der Ellipse. Ellipsometrie
wird angewendet, um den Azimut und
die Elliptizitdt zu bestimmen. Die we-
sentlichen Grundlagen der Ellipso-
metrie und des polarisierten Lichts
konnen der angegebenen Literatur
entnommen werden (2, 8).
In Abbildung 2 ist ein Ellipsometer
abgebildet. Eine schematische Dar-
stellung findet sich in Abbildung 3.
Das Ellipsometer besteht aus einer
Lichtquelle (He-Ne Laser, Spectra
Physics.  Wel lenl i inge b32.8 nm).
die in einer bestimmten Ebene polari-
siertes Licht ausstrahlen kann. Die
erste Polarisierung dieses Lichts findet
an einem zirkulttr polarisierenden Fil-
ter statt. Es entsteht zirkuldr polari-
siertes Licht. Hinter diesem Filter ist
ein Prisma nachgeschaltet, das Licht
in jeder erforderlichen Ebene polari-
sieren kann. Das Licht passiert den
Kompensator, der eine Phasendiffe-
renz von I/+ der Wellenldnge zwischen
den Lichtkomponenten parallel und
senkrecht zur der Richtung des einfal-
lenden Lichts introduziert, und wird
dadurch elliptisch pol4risiert. Bei
Reflexion von der Versuchsoberflziche
7917r
Abb. 2 Das Ellipsometer Aus Platzgriinden konnte dcr Laser im Hintcr grund nicht in eincr Linie
mit der optischen Achse des Polarisators gebracht werden Das Licht wird iiber eincn Spiegel
dorthin geleitet. Im Vordergrund sind zwei AluminiumstLitzen zu sehen, die auf einer Marmorplatte
angebracht sind Diese treffen in der Mitte in einem Winkel aufeinander, der durch die Rcf'lcxion
des Lichts von der in die Kiivettc eintauchenden Oberfliiche bestimmt wird. Weitere Einzelheiten
siehe Text.
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verandert sich die Elliptizitat. Auf
einer bestimmten Polarisationsebene,
die durch das erste Prisma, den Polari-
sator, festgelegt wird, wird das ellip-
tisch polarisierte Licht als planes pola-
risiertes Licht zuriickgeworfen. Die
Ebene der Polarisation wird tiber ein
zweites polarisiertes Prisma, den Ana-
lysator, gemess€n. Dieses ist das letzte
Element vor der Photodiode, mit der
die Intensitdt des austretenden Lichts
gemessen wird. Die beiden sich dre-
henden Prismen werden durch >step-
ping motors< positioniert; diese wie-
derum werden durch ein Computer-
programm gesteuert, und zwar so, daB
die Intensitiit des Lichts an der Photo-
diode minimiert wird. Es ist wichtig,
daB der Polarisator so positioniert ist,
daB eine plane Polarisierung des re-
flektierten Lichts stattfindet und da-
mit der Analysator die Ebene der
Polarisation erfassen kann. Aus den
Positionen des Polarisators und des
Analysators lassen sich die entspre-
chenden Parameter einer Verdnde-
rung der Elliptizitat im Rahmen der
Reflexion errechnen. Solange das
Licht an einer Oberfldche ohne di-
elektrische Eigenschaften reflektiert
wird, bestimmt der komplexe Refrak-
tionsindex der Oberfliiche die Ande-
rung der Elliptizitiit. Sobald an der
Oberfliiche eine diinne dielektrische,
transparente Schicht adsorbiert wor-
den ist, wird die Elliptizitat (1) auch
verdndert. Sie wird dann durch die
Dicke (d) und den Refraktionsindex
(n) dieser Schicht bestimmt. Geeigne-
te Oberfliichen unter optischen Ge-
sichtspunkten sind z.B. Chrom oder
Silizium, da sie einen hohen Refrak-
tionsindex und einen hohen Refle-
xionskoeffizienten haben. Anderer-
seits sind ihre Eigenschaften als Pro-
teinabsorbierer nicht notwendigerwei-
se fiir die biologischen Zwecke rele-
vant. Ell ipsometrie erlaubt es jedoch,
daB verschiedene dielektrische Schich-
ten gleichsam iibereinander >gesta-
pelt< werden und dann getrennt be-
stimmt werden konnen. Von daher ist
es auch moglich, viele Phospholipid-
Bilayers auf ein reflektierendes Sili-
ziumkristall zu legen und die Bindung
von Proteinen an diesen Schichten zu
untersuchen.
In unserem Labor konnte die Posi-
tionierung des Polarisators und,Analy-





p l a n  p o l a r i s i e r t e s  L i c h t
e l  I  i p t i s c h  p o l a r i s i e r t e s  L i c h t
E i l i p t i z i t d t  x =  A R C  T G  ( b / a )
A =  P h a s e n d i f f e r e n z
z w i s c h e n  \ .  l
E " u n d E U = o
Abb.l Diagramm des polarisiertcn (plan and elliptisch) Lichts
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r e f l e k t i e r e n d e  O b e r -
f l d c h e  ( P r o b e )  i n  d e r
X Y - E b e n e
A u f  t e i l u n g  d e s
L i c h t s t r a h l s  i n  z w e i
Komponen ten -Bezug
z u r  E i n f a l l s - E b e n e
Abb -l Schematisches Schaubild des Ellipsometers (Aus Ref 3)
Verzinderungen wie die Adsorption
von Proteinen an der Oberflziche ver-
folgt und in 5-10-Sekunden-Intewal-
len aufgezeichnet werden krinnen.
Der Computer registriert automatisch
die Position des Analysators (A) und
des Polarisators (P) und effechnet
korrigierte Werte:
L ( :yr  n + 2 p) ,  Y ( :  a)  (2,  4,  8) .
Es besteht eine komplizierte Bezie-
hung zwischen A und Y sowie der
Dicke und dem Refraktionsindex. In
Abbildung 4 ist diese Beziehung fiir
ein System berechnet, das aus einer
reflektierenden Siliziumoberflziche
von Schichten mit unterschiedlichen
Refraktionsindices und unterschiedli-
cher Dicke besteht. Der Refraktions-
index schwankt zwischen 1.1 und 3.5.
Jede L in ie reprz isent ier t  25 A Ser ien-
schritte bei einem festen Refraktions-
index. Dieser Graph zeigt die Unter-
schiede der Sensitivitdt von Analysa-
tor und Polarisator in verschiedenen
Regionen der Ebene. Im Gebiet A
z. B. ist A nur eine Funktion von d und
Y von n; im Gebiet B trifft das Ge-
genteil zu. Im Gebiet C ist Y eine
Funktion von d und A reagiert nicht
sehr empfindlich auf n. Im Gebiet D
Hdmostaseologie
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a  ( G r a d )
Abb 4 Darstellung von A, Y auf n, d fiir eine Siliziumoberfl?iche












,4bb.5 Ellipsometrische Messungen von 53 Bilayers auf phosphatidyl_
serin
Oben: Werte von A und v der einzelnen Bilayer; Mitte: Dicke, abgelesen
1us den Daten sub A; Unten: Masse, bereihnet aus Durchmesser undReiiaktionsindex.
verursacht eine Verrinderung der Dik_
ke von 25 A eine Veriinderuns von A
von 70o.  wohingegen in C d ie3ensi t i_
vitiit iiber 10mal geringer ist. Betrach_
tet man diese graphische Darstelluns.
so erkennt man, daB eine Simulatioln
der Situation, die experimentell er_
wartet wird, sehr hilfreich sein kann,
um herauszufinden, inwieweit die
Versuchsbedingungen angemessen
sind oder wie man s ie adZiqui t  gesta l_
ten kann. Falls fiir den Beieich einer
bestimmten ztf erwartenden Dicke
und eines zu erwartenden Refrak-
tionsindex unzureichende Sensitivitiit
resultiert, kann eine Ver:inderung der
Wel lenl l inge oder des Einfa l lwi ike ls
oder der reflektierenden Oberfldche
die Situation grundlegend verdndern.
Ein Anwendungsbeispiel dieser Theo_
r i e  i s t  i n  Abb i l dung  5  zu  sehen .  E ine
hydrophobe (Chromcoatine) Glas_
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Abb 6 Refraktionsindex und Dicke einer Fibrinogenadsorption an eine
Po.Tnll:,y11 cine hydrophobe Oberfl iiche (mod'nacrr Ref. 3)u- U hydrophi lc  Oberf ldche
O-O hydrophobe Oberfljiche
platte wurde mit mehreren Bilavers
v9n 
.flosnholipiden di-C-14: O_phos_phatidylserin (pS) beschichtet. Dies
wurde i1-:in:- Langmuir_Gerat (Typ
Lauda FW-1) durchgefiihrt, das'mit
gefiltertem (Millipore) Wasser eefiillt
war und 50 pM Ca++ enthiett. nin
Phospholipid, gelost in Chloroform.
wurde auf  d ie Oberf l i iche ver te i l t  und
Ausgangswert der unbeschichteten
Oberf l i iche erre icht .  genauso wie es
theoretisch vorhergesagt worden war(Abb .5  oben ) .  D ie  D i cke  de r  e rs ren
30 Bilayers wurde berechnet (Abb.5
Mitte). Ebenso wurde aus dem burch_
messer und dem Refraktionsindex
(Range 7.45-7.67) die absorbierte
Masse dieser 30 Schichten errechnet(Abb.s unten). Man konnte sehen.
daB al le  Bi layer  ungefdhr  g le iche
Durchmesser (5,3 nm) und verileich_
bare Dichten (0.54 prg/cm2; *n" i ._
sen.
Dieses Beispiel weist auf weitere
wichtige SchluBfolgerungen hin: aus
der Dicke (d) und dem Refraktions_
index (n) kann man die adsorbierte
Masse f von proteinen berechnen.
Dazu wurde die modifizi erte Lorentz_
Lorenz-Rechnung benutzt:
f - 3 d (lt -no2yt71n2 +z; .
. (t(not -r2) -v (n,"2 _i))1,
n6 ist der Refraktionsindex des puf_
fers, r ist die spezifische molare Re_
fraktivitlit (mVg); und v ist das partiel_
le spezi l ische Volumen (ml /g;  (S.  Oy.
1 . 9 0 0
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IJnser Interesse gilt in erster Linie
der Adsorption von proteinen aus ei_
nem definierten flilssigen Medium an
eine definierte Grenzfldche. Dies setzt
voraus, daB sich eine reflektierende
Oberflliche in einer speziellen Ktivette
befindet, deren rechte sowie linke Sei_
te zueinander in einem solchen Win_
kel stehen, daB der einfallende und
reflektierte Strahl senkrecht auf das
Glas auftreffen. Auf diese Art werden
St6rungen der Ellipsizit6t an der Glas_
oberfldche verhindert. Die Tempera_
tur in der Kiivette ist mittels eines
Peltier-Elements genau geregelt. Zur
Flilssigkeit, in der die reflektierende
Oberfliiche eingetaucht ist, kann man
Proteine hinzufiigen und den Verlauf
der Adsorption beobachten (5-7).
Die FlieBbedingungen sind wichtig
bei der Interpretation der Kinetik der
Proteinadsorption an makroskopi_
schen Oberf ldchen.  Anders a ls  bei
Systemen in freier Losung ist die pro_
teinadsorption oder Enzymkonversion
an makroskopischen Oberflzichen oft
durch die Tiansportrate der proteine
zur Oberfldche hin begrenzt. Da die
Ellipsometrie Proteinkinetiken an ma-
kroskopischen Oberfldchen miBt,
kcinnen auch dynamische FlieBbedin-
gungen studiert werden (3). Abbil_
dung 6 zeigr  d ie Adsorpt ion von Fibr i -
nogen an einer hydrophilen und einer
hydrophoben Oberfliiche. Es wird be,
obachtet, daB die Adsorption an einer
hydrophi len Oberf lZ iche nur  e ine Ver-
dnderung des Durchmessers der ad-
sorbierten Schicht bringt, wohingegen
die Adsorption an einer wasserabwei-
senden Oberfliiche Verdnderunsen
des Durchmessers und des Rel ' rak-
tionsindex hervorrufen. Die Erho-
hung des Refraktionsindexes zusam-
men mit abnehmender Dicke der ad_
sorbierten Schicht weisen auf eine De-
naturierung des Fibrinogens hin, so_
bald es adsorbiert worden ist.
Die Vereinderung dieses Durchmes_
sers (d) und des Refraktionsindex
(Abb. 6 oben) treten letztendlich ohne
Verdnderungen der Menge des adsor_
bierten Materials auf. Sind die Bedin_




Masse aus den An-
gaben n und d
Faktor -Xa-Adsorp-
tion an einer Phos-
pholipid-Oberfliiche
wurde bei t  -  0ge-




wurde aus dem beob-
achteten Durchmes-





auf. Diese beeinflussen die Dicke der
adsorbierten Schichten und deren Re_
fraktionsindices. Sobald die eesamte
adsorbier te Masse berechnei  wi rd,
storen diese Einfliisse nicht mehr
(Abb.7). Bei den meisten praktischen
Anwendungen ist die adsorbierte
Masse eines Proteins als Funktion der
Zeit die wichtigste Variable. Im der-
zeitigen Versuchsstadium betrdst die
M in ima lmenge  an  Ma te r i a l ,  das  au f
einer Oberfldche nachgewiesen wer-
den kann, 1ns./cm2.
,4bb 8 Adsorption
von Annexin V und
einem spezifischen
Antikcirper
B e i t = 0 s e t z t e d i e
Annexin-V-Adsorp-
tion ein. In weniger
als 2 Min. war die
Adsorption bcendet
Bei t = 10 wurde ein
spezifischer Antikor-
per hinzugefiigt, der




Die Bedeutung dieser Technik wird
durch den Umstand limitiert. daB.
i ihn l ich wie bei  e iner  Waage.  d ie vor-
handene Menge mit hoher Empfind-
lichkeit registriert wird, aber nl"t t,
dariiber ausgesagt werden kann, wel-
che Art von Molekiilen adsorbiert
wird. Die Tatsache, daB grundsdtz-
l ich die Zahl der tibereinand-ergelager-
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a n t i - A n n e x i n  V
Annex in  V
tJt  t5
betrachtet werden kcinnen, unbe_
grenzt ist, fiihrt dazu, da[J die Messun_
gen leicht ausgedehnt werden kcinnen,
um immunologische Informat ionen
iiber die Art der adsorbierten proteine
zu erhalten. Ist eine OberflAche von
einem bestimmten protein bedeckt
und wird ein spezifischer Antikciroer
hinzugefiigt, so wird eine ,*"jt"
Schicht an Proteinen entstehen. d. h..
das Immunglobul in  wird so adsor_
biert, daB es auf der ersten Schicht
aufliegt, sie gleichsam abdeckt. Abbil_
dung 8 zeigt das Beispiel, wie ein
Immunglobul in  an der  Frote inschicht
nungsfaktoren bei der Binduns an
die prokoagularorischen phosphoipid_
oberflzichen konkurriert (1, 10). In
Abbi ldung 8 is t  dargeste l l r ,  wie Anne_
xin V von einem 20% die_C_Ig:l-pS/
80% di-C-18 :1-pC Bilayer aufsenom_
men wird. Die Adsorption bleibt sta_
bi l ,  sobald e in Si i t t igungspunkt  an der
Oberfliiche erreicht ist. bann wurde
der Annexin-V-Antikorper hinzuge_
geben. Die Koadsorption des Airi_
kcirpers lag h6her als 0.4 pglcm2 und
war darnit deutlich hoher als die Ad_
sorption der Immunglobuline an einen
einfachen phospholipid_Bilayer
(<0,05 pglcmz).
Ein problem tritt bei der Adsoro_
t ion von Prote inen auf ,  d ie in  e iner
komplexen Mischung mit plasma ent_
halten sind, und zwar besonders dann.
wenn die Oberfl i iche im Vereleich
zum Volumen groB is t .  In  d iesei  Fal_
len kann die Adsorption nicht mit dem
Langmuir-Ansatz auf der Grundlase
von Konzentrationen und Dissozi"a_
tionskonstanten beschrieben werden.
Vroman zeigte als erster, daB proteine
im Plasma in einer bestimmten Rei_
henfolge adsorbiert und desorbiert
werden. Das erste adsorbierte protein
wird durch ein anderes ersetzt usw.,
bis das endgiiltige Gleichgewicht er_
reicht ist. Solche Verlinderi:nsen kon_
nen ohne zusdtz l iche Hi l fsmi t te l  n icht
direkt mit der Ellipsometrie beobach_
tet werden. Sie erfordern zusritzliche
Experimente, meist immunologischer
Art (Uberblick s.9).
Es ist mriglich, die biologische Ak_
tivitzit der adsorbierten pioteine zu
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messen, falls ein geeignetes Analyse_
verfahren zur Verftigung sl.eht. nUUit_
dung 7 zeigt  in  der  Tat  e ine Adsorp_
tion von zwei proteinen, die bei dlr
Blutgerinnung eine Rolle spielen. Zu-
erst  wurde das Enzym. Faktor  Xa(a nM) in die Ktivette gegeben, in der
sich eine Siliziumoberfliiche befand.
d ie mi t  e inem Bi layer .  der  aus g0% di_
C-18 :1-PC und 20o/o di-C-lg :1_pS be_
schichtet war. Dann wurde die Bil_
dung von Thrombin gestartet, indem
das Substrat prothrombin (50 nM)
hinzugef i ig t  wurde.  Die Thrombinbi l_
dung konnte leicht mittels chromose_
ner Substrate in der Kiivette kontrol_
liert werden. Es fand sich eine pro_
duktionsrate von 0,3 mol (IIa) . min-1
.  mo l  (Xa )  I  ohne  Fak to r  Va  be i
20" C. Adsorptionsverhalten und en_
zymatische Aktivitiiten kdnnen so mit_
einander korreliert werden.
Ahnlich leicht kcinnen ellipsometri_
sche Untersuchungen mi t  der  Mes_
sung der Radioaktivit:it bestimmter
Proteine verbunden werden, die vor_
her aber markiert worden sind (7).
Wir haben uns auf einen kurzen
allgemeinen Uberblick iiber die
Mdglichkeiten der Ellipsometrie be_
schrdnkt. Nach 20 Jahren Entwick_
Iungsarbeit in unserem Labor glauben
wir.  daB die dynamische El l ips6metr ie
es erlaubt, stetig die Adsorption von
Proteinen an der Oberfliiche zuverlds_
sig reproduzierbar und kontinuierlich
in anschaulicher Form zu messen. Die
Technik ist jetzt so weit entwickelt,
daB sie im Bereich der Biomaterialien
erfolgreich eingesetzt werden kann.
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Die groBe Mehrzahl der Biomate_
rialien ist dielektrisch. Daher miissen
geeignete reflektierende Oberfldchen
mit den Proteinen beschichtet werden.
damit die Ablagerung des proteins aui
dem Material in angemessener Weise
studiert werden kann. Dies kann pro_
blematisch sein, denn die Oberflachen
miissen in einer Weise >gecoated<
werden.  daB ihre physiko-chemischen
Eigenschaften fiir die Oberfliiche des
gesamten lJntersuchungsmaterials
wei terh in reprdsentat iv  b le iben.
zu beobachten, die sich in zihnlicher
Weise an Oberfliichen von Biomate_
rialien, also in einer biologischen Um_
gebung abspie len kr innen]
Abkiirzungen:
PS : Phospharidylserin
PC : Phosphatidylcholin
Hdmostaseologie
